Antimicrobial activities of ellagitannins against Clostridiales perfringens, Escherichia coli, Lactobacillus plantarum and Staphylococcus aureus by Puljula, Elina et al.
Antimicrobial activities of ellagitannins 
against Clostridiales perfringens, 
Escherichia coli, Lactobacillus plantarum 
and Staphylococcus aureus 
Article 
Published Version 
Creative Commons: Attribution 4.0 (CC-BY) 
Open access 
Puljula, E., Walton, G., Woodward, M. J. and Karonen, M. 
(2020) Antimicrobial activities of ellagitannins against 
Clostridiales perfringens, Escherichia coli, Lactobacillus 
plantarum and Staphylococcus aureus. Molecules, 25 (16). 
3714. ISSN 1420-3049 doi: 
https://doi.org/10.3390/molecules25163714 Available at 
http://centaur.reading.ac.uk/92349/ 
It is advisable to refer to the publisher’s version if you intend to cite from the 
work.  See Guidance on citing .
To link to this article DOI: http://dx.doi.org/10.3390/molecules25163714 
Publisher: MDPI 
All outputs in CentAUR are protected by Intellectual Property Rights law, 
including copyright law. Copyright and IPR is retained by the creators or other 
copyright holders. Terms and conditions for use of this material are defined in 
the End User Agreement . 
www.reading.ac.uk/centaur 
CentAUR 
Central Archive at the University of Reading 
















pentagalloylglucose  on  four  bacterial  species,  i.e.,  Clostridiales  perfringens,  Escherichia  coli, 




a  clear  relationship  with  their  antimicrobial  activity,  even  though  rugosins  E  and  D  and 
pentagalloylglucose with  four or  five free galloyl groups had a stronger growth  inhibition effect 
than  the  other  ellagitannins  with  glucopyranose  cores  but  with  less  free  galloyl  groups. 
Additionally, our results with S. aureus showed that the oligomeric linkage of ellagitannin might 
have an effect on  its antimicrobial activity. For E. coli,  the molecular size, but not  the molecular 
flexibility, of ellagitannins seemed to be an important factor. For C. perfringens, both the molecular 
size and  the  flexibility of ellagitannin were  important  factors.  In previous studies, corilagin was 
used as a model for ellagitannins, but our results showed that other ellagitannins are much more 





Dietary  tannins  can  affect  animal  nutrition  and  health  in  several  ways,  for  example,  by 
improving the uptake of amino acids from feed proteins, by increasing anthelmintic effects against 
parasitic  intestinal nematodes,  and by  lowering gaseous  ammonia  and methane  emissions  [1–5]. 
Tannins have also been shown to possess antimicrobial effects against several pathogens [6–8] and 
have been studied as an alternative for antibiotics or synthetic anthelmintics [9,10].   
Tannins,  i.e.,  condensed  tannins  (syn.  proanthocyanidins),  hydrolysable  tannins  including 
simple galloyl derivatives, gallotannins, ellagitannins (ETs), and phlorotannins are a unique group 
of plant specialized metabolites with diverse structures  [11]. They have  the well‐known ability  to 
form  complexes  with  proteins  and  precipitate  them  [12].  In  general,  their  molecular  size, 
conformational mobility and  flexibility  in addition  to  the affinity of  the polyphenol  for water are 
important factors influencing the capacity of tannins to interact with and bind to proteins. Different 
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tannins  can  have  very  different  bioactivities  depending  on  the  exact  tannin  structure  and,  for 
example, ETs  can  establish  simultaneously  strong  and weak  interactions with proteins  [13]. The 
anthelmintic activity of ETs against Haemonchus  contortus  and Trichostrongylus  colubriformis  third‐




















had a moderate activity  in comparison  to other polyphenols  [19]. Funatogawa et al.  (2004)  tested 
altogether 21 individual ETs together with pentagalloylglucose against Helicobacter pylori and E. coli 
(JC‐2) and found that all tannins tested showed promising antibacterial activity against H. pylori and 
that monomeric ETs  revealed  stronger  antibacterial  activity  than ET  oligomers  [20]. The  tannins 



































(CFU/mL, mean values and  standard deviations, n = 3). All 23  tested  tannins are  in  the order of 
increasing molecular weight (CFU/mL in base 10 logarithmic scale); p < 0.05 for all compounds. 
Rugosin D, which consists of two tellimagrandin II monomers connected by an m‐DOG‐linkage, 
was more efficient  than  the  corresponding monomer and,  similarly,  rugosin E, which  consists of 
tellimagrandin  I  and  tellimagrandin  II  monomers,  was  more  efficient  than  the  corresponding 
monomers at restricting the growth of S. aureus. Correspondingly, salicarinin A, which is a dimer of 
vescalagin and stachyurin connected by an m‐DOG‐linkage, was more efficient than its monomers at 










The dimeric ET agrimoniin with an m‐GOG‐linkage was clearly a  less effective  inhibitor  than  the 
other dimeric ETs with m‐DOG and m‐GOD linkages. 
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The role of free galloyl groups in the ET structure was not so straightforward. The tannins with 
glucopyranose  cores  having  four  or  five  free  galloyl  groups,  i.e.,  rugosins  E  and  D  and 
pentagalloylglucose, were more efficient inhibitors of S. aureus than the other cyclic ETs with less free 
galloyl  groups.  Tellimagrandin  II, with  an  additional  galloyl  group, was  a weaker  inhibitor  in 
comparison to tellimagrandin I, whereas rugosin D, with an additional galloyl group ,was a stronger 
inhibitor  in comparison  to rugosin E.  Interestingly,  the acyclic ETs having no  free galloyl groups, 
such as castalagin and salicarinin A, also showed efficient inhibition. Acyclic ETs have NHTP groups 
in their structures instead of free galloyl groups (Figure 1) and, therefore, are rather rigid. Previous 










group,  was  a  stronger  inhibitor  than  vescalagin,  with  a  β‐oriented  hydroxyl  group,  whereas 
casuarinin, with an α‐oriented hydroxyl group, was a weaker  inhibitor than stachyurin, with a β‐
oriented hydroxyl group. 




They were  the only 2 of  the  tested 23 compounds  that have  two  free OH‐groups  in  their central 
glucose  unit.  Strictinin  previously  showed  weaker  anthelmintic  activity  in  relation  to  other 
ellagitannins against T. colubriformis [10]. 
2.2.   Inhibitory Effects of Ellagitannins against E. coli 







be  stronger  on  S.  aureus  than  on  E.  coli,  similarly  to  our  study.  Another  study  tested 
pentagalloylglucose,  strictinin,  pedunculagin,  tellimagrandin  I,  tellimagrandin  II,  casuarictin, 
corilagin, geraniin, casuriniin, agrimoniin and rugosin D against E. coli (JC‐2) and found them not to 
be active [20]. 
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Figure  4.  Growth  of  Escherichia  coli  after  a  24  h  treatment  with  0.5  mM  ellagitannin  and 





growth  inhibition  for  ET monomers was  63%,  and  the  sole monomers with  over  90%  growth 
inhibition were punicalagin and tellimagrandin II. Sanguiin H‐6, which consists of two casuarictin 
monomers, and  lambertianin C, which consists of  two casuarictin and one potentillin monomers, 
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The number of free galloyl groups may be an important factor for the antimicrobial effects of 
ETs  against  E.  coli.  Additional  free  galloyl  groups  enhanced  the  inhibitory  effects  of  ET: 











Casuarictin  was  more  efficient  than  strictinin,  whereas  pedunculagin  was  less  efficient  than 
tellimagrandin I. Molecular flexibility did not seem to be important: pentagalloylglucose, with five 





some  inhibitory  effects. The  best  inhibitors,  salicarinin A  and  agrimoniin, were  able  to  lower C. 
perfringens growth only to 107 CFU/mL from 108 CFU/mL (Figure 6). 
The molecular size of  the ET seemed  to be  the main explanatory  factor  for  the antimicrobial 
effects of ETs against C. perfringens (a small correlation between the molecular size of ETs and their 
antimicrobial strength is shown in Figure 7), similarly to E. coli. The average growth inhibition for 






the  same was  not  observed  for  dimeric  rugosins  E  and D,  as  rugosin D was  as  effective  as  its 
monomer, tellimagrandin II, and rugosin E was a weaker inhibitor than its monomers. 
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Figure  6. Growth  of Clostridiales  perfringens  after  a  24 h  treatment with  0.5 mM  ellagitannin  and 







tellimagrandin  II  and  rugosin  D  were  more  efficient  than  tellimagrandin  I  and  rugosin  E, 
respectively. The other structural features of ETs did not show any overall clear effect. It was reported 













several  supporting previous  studies  conducted with different plant,  fruit  and berry  extracts  that 
reported either no or low growth inhibition of Lactobacillus by these extracts [22,23] or that observed 





Figure  8. Growth  of  Lactobacillus  plantarum  after  a  24  h  treatment with  0.5 mM  ellagitannin  and 
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having  four or  five  free galloyl groups  (rugosins E and D and pentagalloylglucose)  inhibited  the 
growth of S. aureus more extensively than the other cyclic ETs with less free galloyl groups. However, 
the  inhibitory  effects  of  the  ET  against  E.  coli  and C.  perfringens  seemed  to  be  enhanced  by  the 
additional free galloyl group. 
Between‐study comparisons of tannin structure and antibacterial activity of tannins are difficult, 
as  the  methods  and  bacterial  strains  vary  in  different  studies.  Additionally,  several  different 





























leaves,  and  vescavaloninic  acid  from  English  oak  acorns  [35–39];  stachyurin,  casuarinin  and 
hippophaenin B (α anomer) from sea buckthorn leaves [31,37,40,41]. According to Matsuo et al. (2015) 
[42], the stereochemistry of the NHTP group of castalagin and vescalagin was corrected to be in (S,R) 
configuration.  Monomeric  HHDP  esters  with  a  glucopyranose  core,  tellimagrandin  I  and 





chebula  fruits  [37].  Pentagalloylglucose was  used  as  a model  for  a  hydrophobic  compound  and 
purified from tannic acid purchased from J.T. Baker (Denventer, Holland) as described in Salminen 
et al. (2001) [30]. The m‐GOD oligomers, namely, dimeric sanguiin H‐6 and trimeric lambertianin C, 
were  isolated  from  raspberry  leaves  [31,45];  the m‐DOG  dimers,  rugosins D  and  E, were  from 
meadowsweet  inflorescence  [46],  the  m‐GOG  dimer  agrimoniin  was  from  silverweed  leaves 
[31,37,47], and the acyclic dimer, salicarinin A, from purple loosestrife flowers and leaves [30,40,48]. 
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The structures were confirmed by UPLC–DAD–ESI‐MS and NMR spectroscopy based on Karonen et 




(NCTC  8678  from  human  faeces)  and  L.  plantarum  (NCIMB  30187  from  pickled  cabbage);  a 
methicillin‐susceptible  strain of S.  aureus was  isolated  from ham  (National Agricultural Research 








was made  from  the plate  in LB/MRS broth, and  the optical density of the dilution at 600 nm was 
adjusted to 0.010. The inhibitory assay was performed on a flat‐bottomed 96‐well plate. Then, 50 μl 
of LB/MRS broth, 100 μl of tannin solution (1 mM in LB/MRS broth with 5% ethanol) and 50 μl of the 
bacteria  solution were  added  to  each well.  The  total  volume was  200  μl,  and  the  final  tannin 
concentration was 0.5 mM. In addition, 100 μl of LB/MRS broth with 5 % ethanol was added to the 








significant.  To  estimate  if  there  is  a  correlation  between  the  molecular  size  of  ETs  and  their 
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